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DNA 结构造成损伤，引发细胞周期阻滞和细胞凋亡。肿瘤抑制因子 p53 是应答
于 DNA 损伤刺激，调控细胞周期阻滞和细胞凋亡的重要调节因子之一。然而在
肿瘤发生和恶化的过程中 p53 的功能通常由于基因突变或缺失而失去活性。虽然
DNA 损伤通过 p53 诱导细胞凋亡的作用机制已经得到了较为详尽的研究，但
DNA 损伤在 p53 突变的情况下引发细胞凋亡的机制尚未十分明了。 
我们筛选了不同 p53 状态的肿瘤细胞对 DNA 损伤试剂 etoposide 的敏感性，
并利用一系列分子细胞生物学研究技术探究 p53 突变或缺失的细胞应答于 DNA
损伤刺激发生细胞凋亡的信号转导通路，发现在 p53 突变或缺失的肿瘤细胞中存
在一条 DNA 损伤诱导的 p53 非依赖性细胞凋亡途径。Etoposide 及顺铂等 DNA
损伤试剂在 p53 缺失的肿瘤细胞中引起 AKT 活性抑制和转录因子 FOXO3a 的去
磷酸化活化，FOXO3a 进一步上调 Bcl-2 家族 BH3-only 促凋亡蛋白 Bim 的表达，
从而调节细胞凋亡途径。这条依赖于 FOXO3a 及 Bim 的细胞凋亡途径，是对依
赖于 p53 的 p53—puma 细胞凋亡途径的有力补充。但是紫外线照射造成的 DNA
损伤刺激则引起 ERK1/2 的活化及 Bim 蛋白降解，不能通过活化 FOXO3a—Bim
这一通路将损伤细胞引向凋亡，表明这条途径受到更上游复杂机制的调节， 有
待我们通过进一步工作继续对此进行研究。 
我们的工作对 DNA 损伤在 p53 突变及缺失的细胞中引起 p53 非依赖性的细
胞凋亡途径的机制作出了初步的探究，为临床上恶性肿瘤的协同治疗和分子靶向
治疗提供了一定的理论基础。 






























DNA damage agents are used in conventional chemo- or radio-therapies for 
malignancy. Tumor suppressor p53 is the key regulator of DNA damage induced cell 
cycle arrest, DNA damage repair and apoptosis. The proapoptotic BH3-only Bcl-2 
family member Puma has been proved to be an critical mediator of DNA damage 
induced apoptosis as a direct transcriptional target of p53. Although the 
p53-dependent apoptosis in response to DNA damage has been clarified by a lot of 
studies, the apototic responses in p53-deficient or mutant cells is not that clear.  
Here we reported a p53-independent cell death pathway induced by genotoxic 
stress in p53-deficient or mutant cells. In this pathway, we identified another 
proapoptotic BH3-only protein Bim instead of Puma as an key initiator of 
mitochondrial apoptosis while cells were treated by DNA damage agents such as 
etoposide and cisplatin . Furthermore, in p53-deficient tumor cells we observed an 
etoposide- or cisplatin-induced activation of forkhead transcription factor family 
member FOXO3a which is responsible for transcriptional upregulation of Bim under 
various circumstances, making FOXO3a the most promising candidate for the 
induction of Bim in this situation. However, unlike etoposide and cisplatin, 
utraviolet-induced DNA damage led to ERK1/2 activation and Bim degradation in 
p53-deficient tumor cells. Thus we concluded that certain genotoxic agents such as 
etoposide and cisplatin which mainly cause DNA double strand breaks could activate 
a p53-independent apoptosis pathway regulated by FOXO3a and Bim in p53-deficient 
or mutant cells. But other DNA damage stimuli, including utraviolet radiation, 
probably provoke other apoptotic strategies. 
Our work illustrated a p53-independent apoptosis pathway triggered by DNA 
damage in p53-deficient or mutant cells. This newly defined cell death pathway might  
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1. 前 言 
1.1 细胞凋亡和肿瘤发生 
1.1.1 细胞凋亡 














































Fig. 1-1: The intrinsic and extrinsic pathways of apoptosis 










































[18]。肿瘤抑制因子 p53 在大约一半的人类肿瘤中都发生了突变，而且 p53 突变
往往会造成肿瘤的恶化发展及产生抗药性[19]。作为一个重要的肿瘤抑制因子，
















家族促凋亡蛋白 Puma，Noxa 和 Bax 等线粒体凋亡途径的重要调节蛋白[20]。因
此 p53 功能的缺失很大程度上削弱了机体消除受损细胞的能力，成为肿瘤发生和
恶化发展的诱因。Bcl-2 家族蛋白在人类肿瘤细胞中也经常发生突变[21]。人类白
血病细胞中抗凋亡蛋白 Bcl-2 的水平常处于较高的水平 [12]。而 Bcl-2 家族
BH3-only 促凋亡蛋白 Bim 在人类多种肿瘤细胞中都出现缺失，针对这一突变， 






变会降低肿瘤细胞对外部凋亡途径的敏感性，逃避 NK 细胞及 T 细胞对癌变细胞
的消除作用[11,24]。有些化疗药物就是通过诱导表达 FAS ligand，FAS 或其它 TNF
图 1-2: 细胞凋亡与人类疾病和健康 
Fig. 1-2: Biological significance of apoptosis 
注：本图引自 Fadeel B.: apoptosis: a basical biological phenomenon with wide-ranging implications in human 

















1.2 DNA 损伤途径 
机体存在于自然环境中，时常会受到 DNA 损伤刺激，比如阳光中的紫外线
就会对裸露的皮肤细胞造成 DNA 损伤。机体细胞必须具备感知 DNA 损伤，阻
滞细胞周期直至细胞完成损伤修复，并且通过诱导凋亡消除无法完成修复的细胞
的能力。 
1.2.1 DNA 损伤的感知 
机体进化了一套完备而有效的系统来感知各种各样的 DNA 损伤刺激。包括
细胞内源的损伤如水解(hydrolysis)，氧化作用(oxidation)，烷基化作用(alkylation)
和 DNA 碱基错配等，以及各种外源的损伤如离子照射(ionizing radiation)，紫外
线照射（utraviolet radiation），及各种化学刺激[26]。在 DNA 损伤信号通路的起始，
感知损伤刺激的是两个重要的蛋白激酶 ATM(ataxia-telangiectasia, mutated)和
ATR(ATM and Rad3-related)[27]。 
ATM 主要调节 DNA 双链损伤(Double Strand Breaks, DSBs)，而 ATR 除参与
DSBs 的调节之外，同样也应答于紫外照射损伤和复制叉阻滞[27]。当细胞内遗传
物质发生双链断裂的时候，一个调节蛋白复合体 MRE11/RAD50/NBS1(MRN)迅
速与损伤的 DNA 结合，并且结合 ATM，促进处于二聚体状态无活性的 ATM 解
离成为单体，并发生自身磷酸化激活[26,28]。MRN 也可以为 ATM 所活化，作为
ATM 的下游效应因子，传递损伤信号[29,30]。此外，组蛋白乙酰转移酶 TIP60，
PP5 磷解酶和 Forkhead 转录因子家族蛋白 FOXO3a 也被证明与 ATM 的活化有关
[31,32]。 
ATR 应答于可以导致复制叉停滞的 DNA 损伤以及一些基于其它损伤机制的
刺激，比如离子照射引起的 G2 阻滞[33,34]。即使在正常的细胞周期中，ATR 也起
着重要的作用。ATR 通常与它的调节蛋白 ATRIP 相互结合。在 DNA 复制过程中，
当 DNA 聚合酶停止作用时，MCM(Minichromosome Maintance Protein)复制解旋
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